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La presente invention concerne des compositions acellulaires 
immunogenes, des compositions acellulaires vaccinales contre Bacillus anthracis, et 
leurs applications en medecine humaine et en medecine veterinaire. 

Bacillus anthracis {B. anthracis), agent responsable de l'anthrax ou 
5 charbon est une bacterie Gram-positive, aerobie et formant des spores. 

Cet agent induit une infection soit par inoculation intradermique, 
soit par ingestion ou inhalation des spores ( Klein F. et ai, (1966), J. Infect. Dis., 116, 
12 13-13S ; Friedlander A.M. et ai. (1993), J. Infect. Dis., 167, 1239-1242), dont la 
transformation en cellules vegetatives, formes encapsulees et toxinogenes, permet a la 
1 0 bacterie de proliferer et de synthetiser ses facteurs de virulence. 

Les Inventeurs ont recemment montre dans un modele murin d'une 
infection pulmonaire par B. anthracis, que les macrophages alveolaires sont le site 
primaire de la germination, qui est rapidement suivie par 1' expression des genes des 
toxines, confirmant que la rencontre de la spore avec I'hote est cruciale pour la 
15 pathogenicity de B. anthracis (Guidi-Rontani E ; et al, Molecular Biology, (1<999), 31, 
9-17). 

Les principaux facteurs de virulence sont : 

- la capsule anti-phagocytique constitute d'acide ppIy-y-D- 
glutamique (Avakyan A. A. et al. (1965), J. of Bacteriology, 90, 1082-1095) et 

20 - tr °is facteurs proteiques agissant en combinaison par deux. La 

toxine oedematogene (PA-EF) induit un oedeme apres une injection sous-cutanee 
alors que la toxine ietale (PA-LF) est responsable de la mort des animaux apres 
injection intraveineuse (J. W. Ezzell et ai, (1984), Infect. Immun., 45, 761-767. Le 
facteur present dans les deux combinaisons est l'antigene protecteur (PA) qui 

25 intervient dans la fixation des toxines sur les cellules cibles. Les deux autres facteurs, 
le facteur oedematogene (EF) et le facteur letal (LF).sont responsables de la 
manifestation de I'effet toxique. 

La production simultanee de la capsule et des toxines est 
indispensable pour la manifestation du pouvoir pathogene. 

Alors que les genes codant pour les enzymes synthetisant la capsule 
sont portes par le plasmide pX02 (Green B. D. et al., (1985), Infect. Immun., 49, 291- 
297 ; Uchida I. et ai, (1985), J. Gen. Microbiol, 131, 363-367), les trois genes pag, 
cya, et lef codant respectivement pour les facteurs PA, EF et LF sont portes par le 
plasmide pXOl qui a ete decrit par Mikesell P. et al. {Infect. Immun, (1983), 39, 371- 
35. 376). 

Alors que de nombreux travaux ont montre que PA est le principal 
antigene responsable de la protection dans le cadre d'une immunisation naturelle ou 
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acquise par vaccination, les Inventeurs ont montre que LF est egalement un 
immunogene puissant (Mock M. Annates de I 'Jnstitut Pasteur decembre 1990). 

Afin de clarifier le role des composants des toxines dans la toxicite 
de B. anthracis, les Inventeurs ont constniit divers mutants. Ainsi, ils ont caracterise 
5 une souche depourvue du plasmide pX02 et depourvue de PA par modification du 
plasmide pXOl . Du fait de ('absence dc PA, cette souche ne presente plus de caractere 
Ietal (Cataldi A. et a!. (1990), Molecular Microbiology, 4, 1 1 1 1-1 1 17). 

Pour rechercher les elements susceptibies d'intervenir dans 
Timmunisation contre 1 'infection par B. anthracis, les Inventeurs ont construit des 
10 mutants, depourvus d'au moins 1'un des facteurs de toxicite responsable de la 
pathogenicite, c'est-a-dire deficient en PA, en EF ou en LF, voire depourvus du 
plasmide pXOl et depourvus en plus du plasmide P X02. Bien que depourvus de 
toxicite ou presentant une toxicite attenuee, les mutants simples, notamment RP9 
(Collection Nationale de Cultures et de Microorganismes tenue par 1'Institut Pasteur 
15 sous le numero 1-1094 en date du 2 mai 1991) et RP10 (Collection Nationale de 
Cultures et de Microorganismes tenue par 1'Institut Pasteur sous le numero I- 1095 en 
date du 2 mai 1991), et le double mutant RP 42 (Collection Nationale de Cultures et 
de Microorganismes tenue par ITnstitut Pasteur sous le numero 1-2271 en date du 28 
juillet 1999), se sont reveles aptes a produire des anticorps immunoprotecteurs contre 
20 une infection par une souche Sterne sauvage. Ces mutants sont decrits dans la 
demande Internationale n° 92/19720, et dans les articles de Pezard C. et ai, {Infection 
and Immunity, (1991), 59, 3472-3477 et J. General Microbiology, (1993) 139 2459- 
2463). 

Actuellement, le vaccin veterinaire commercialise (Merial®) est un 
25 vaccin vivant compose d'une suspension de spores de la souche Sterne de B. 
anthracis. Ce vaccin n'est pas utilisable en medecine humaine et son efficacite chez 
I 'animal varie selon les lots, sans que les causes de ces variations puissent etre 
determinees. 

En medecine humaine, deux vaccins contre la maladie du charbon, 
30 essentiellement developpes en Angleterre et aux Etats-Unis sont utilises. II s'agit de 
vaccins acellulaires constitues principalement de 1'antigene prdtecteur (PA), prepare a 
partir de sumageants de culture de la souche toxinogene Steme de B. anthracis et d'un 
adjuvant pouvant etre utilise en medecine humaine, 1'hydroxyde d'atumine. 

Des etude recentes sur ces deux vaccins ont montre que le vaccin 
35 anglais, contenant des traces de EF et de LF induisant une reponse anticorps en 
ELISA, etait plus efflcace sur le cobaye que le vaccin americain, apparemment 
depourvu de ces deux composants (Turnbull P.C. et al. (1991), Vaccine, 9, 533-539). 
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Toutefo.s pour ces deux vaccins, le protocole de vaccination est 
contra lg nant car il necessite six injections en dix-huit mois, suivies d'un rappel par an 

A . DC P]US C£S d6UX Vaccins ^tuellement disponibles possedent des 
effets secondaires nefastes qui rendent leur utilisation iimitee. 
5 Finalement, la protection induite par ces vaccins aceiluJaires chez 

I ammal, envers un test d'epreuve avec une souche virulente, n'est jamais totale 
contra.rement a ceile obtenue avec Ie vaccin vivant. 

Compte tenu de Importance des infections causees par B 
angers, de nombreux travaux sont actuellement consacres a ."amelioration du 
-o vacc, acei,u,a ire qm devrait idealement permettre ,a meme protection cue le vaccin 
vivant tout en etant depourvu d'effets secondaires. 

Dans ce cadre, les Inventeurs se sont donne pour but de pourvoir a 
un vaccn aceilulaire fiable, efficace, depourvu d'effets secondaires qui pallie les 

15 ZrTer ^ * ^ ***** S ° ient faciles * 

„ La Pr6S6nte inVention a en consequence pour objet une composition 
-mmunogene aceilulaire, apte a induire une reponse immunitaire contre ,es infections a 
B. anthracis, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- un antigene protecteur (PA), 

° . Qo . ■ d6S Sp ° reS tu6es et eventuellement purinees, obtenues soit a partir 

de souches mutantes de B. anthracis portant une ou plusieurs mutations choisies parmi 
™ ons au niveau d'au m oins un gene codant pour une proteine responsable 
d un effet tox.que chez B. anthracis, soit a partir de souches mutantes de B anthracis 
depourvues d'au moins un des plasmides pXOl et P X02 
> associes au moins a un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

comnn v . ° anS Un m ° de de r ^^ation avantageux de Invention, ladite 
lZ:r n ,mmUn ° S ' ne aCC,,Ulaire 3Pte 3 Pr ° duire deS d '*^ «>«» B. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
vaccmale ace.lulaire contre B. anthracis, caractensee en ce qu'elle comprend 

- un antigene protecteur (PA), 
de _ h " SP ° reS tU ' 6S et eventuellement purinees, obtenues soit a partir 

le mut I" mUtanteS ^ 3 ° nthraCiS P ° rtant ° U PlUSie - Elsies parm 

u efn 7- " d ' aU m ° inS M C ° dant P ° Ur Une P~«ine responsab.e 

d un effet tox.que chez B. anthracis, soit a partir de souches mutantes de B. antral 
depourvues d'au moins un des plasmides pXOl et pX02, 
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associes au moins a un vehicule pharmaceutiquement acceptable et a au moins un 
adjuvant. 

Les adjuvants utilises sont des adjuvants classiquement utilises et 
scront notamment, soit la saponine dans le cas du vaccin veterinaire, soit 
5 avantageusement choisis dans le groupe constitue par I'hydroxyde d'alumine et le 
squalene, dans le cas du vaccin humain. 

Dans le cadre de la presente invention, les spores peuvent etre ruees 
par tout moyen physique ou chimique conduisant a leur inactivation. A titre d'exemple 
on peut citer le traitement au formaldehyde ou I 'irradiation. 
10 Au sens de la presente invention, on entend par mutation une 

deletion, une modification ou une addition au niveau du gene conceme, qui resulte soit 
en un gene depourvu de sa capacite a produire le facteur de virulence correspondant, 
(facteurs proteiques composants les toxines tels qu'ils ont ete definis precedemment),' 
soit apte a produire un facteur de virulence attenue. 
13 Selon un mode de realisation particulier de l'lnvention, les 

compositions immunogenes et les compositions vaccinales peuvent comprendre en 
outre au moins une exotoxine detoxifiee choisie notamment dans le groupe constitue 
par le facteur letal (LF) et le facteur oedematogene (EF) detoxifies. 

Au sens de la presente invention, on entend par exotoxine detoxifiee, 
une. proteine qui entre dans la composition d'une toxine et est necessaire a la 
manifestation de I'effet toxique de B. anthracis, notamment de I'oedeme ou de la 
toxicite letale, meme si cet effet resulte de la combinaison de I'activite de plusieurs 
facteurs, ct qui est produite par un gene dont le site actif a subi une mutation. 

Les compositions immunogenes et vaccinales selon l'lnvention, sont 
basees sur les etapes-cles qui prennent en compte la specificite de la maladie du 
charbon, a savoir : 

- la protection envers les toxines, 

- la germination de la spore et 

- le developpement consecutif de la bacterie elle-meme. 
Elles possedent un fort pouvoir protecteur de 1'ordre de 100 %, 

nettement superieur a celui obtenu avec le PA seul ou les spores tuees seules, ce qui 
permet d 'avoir une immunisation complete avec une seule injection dans les 
conditions du vaccin veterinaire et deux injections dans les conditions du vaccin a 
usage humain. 

Dans un autre mode de mise en oeuvre particulier des compositions 
.mmunogenes et vaccinales selon l'invention, les spores sont issues d'une souche de 
B. anthracis choisie dans le groupe constitue par les souches suivantes : Sterne 7702 
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(M. Sterne /. Vet. Sci. Anima. Indust., (1939), 13, 315-317), RPLC2 (Collection 
Nationale de Cultures et de Microorganismes tenue par PInstitut Pasteur sous le 
numero 1-2270 en date du 28 juillet 1999), RP42 (Collection Nationale de Cultures et 
de Microorganismes tenue par PInstitut Pasteur sous le numero 1-2271 en date du 28 
5 juillet 1999). 

Dans un autre mode de mise en oeuvre avantageux des compositions 
immunogenes et vaccinales selon Pinvention, Pantigene protecteur est choisi dans le 
groupe constitue par les antig£nes protecteurs purifies issus de n'importe quelle 
souche Sterne sauvage ou mutee de B. anthracis, et les antigenes protecteurs 
20 recombinants, notamment celui produit par B. subtilis. 

De maniere avantageuse, Pantigene protecteur est issu de la souche 
RP42 (Collection Nationale de. Cultures et de Microorganismes tenue par PInstitut 
Pasteur sous le numero I-227I en date du 28 juillet 1999). 

r 

La presente invention a egalement pour objet la souche RPLC2 
15 deposee aupres de la Collection Nationale de Cultures et de Microorganismes tenue 
par PInstitut Pasteur sous le numero 1-2270 en date du 28 juillet 1999. 

La presente invention a egalement pour objet Putilisation d'au moins 
un anticorps dirige contre les spores issues de souches, obtenues soit a partir de 
souches mutantes de B. anthracis portant une ou plusieurs mutations choisies parmi 
20 les mutations au niveau d'au moins un gene codant pour une proteine responsable 
d'un effet toxique chez B. anthracis, soit a partir de souches mutantes de B. anthracis 
depourvues d'au moins un des plasmides pXOl et pX02, pour la fabrication d'un 
medicament apte a induire une immunisation passive. En effet les antibiotiques sont le 
seul traitement actuel contre le charbon et doivent etre administres precocement, avant 
25 P apparition du choc toxique. En consequence une serotherapie visant a la fois les 
toxines et la germination des spores serait un bon complement. 

Les anticorps peuvent etre des anticorps polyclonaux obtenus par 
immunisation d'un animal approprie avec les spores issues de souches utilisees pour la 
preparation des compositions selon Pinvention, dans des conditions habituelles de 
30 preparation de tels anticorps. 

Les anticorps peuvent etre des anticorps monoclonaux obtenus de 
maniere connue en soi, notamment par fusion des cellules spleniques de souris 
immunisees avec un antigene consistant en des spores issues de souches utilisees pour 
la preparation des compositions selon Pinvention. 
35 La presente invention a egalement pour objet des preparations 

antigeniques purifiees caracterisees en ce qu'elles sont issues de spores de B. 
anthracis, et comprennent par exemple un ou plusieurs des exoantigenes de poids 
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moleculaires respectifs 15 kDa, 30 kDa, 55 kDa, et superieur a 200 kDa, lesdits poids 
moleculaires etant determines par ! 'utilisation de la trousse AMERSHAM® LMW 
Electrophoresis Calibration Kit. 

Conformement a l'invention, ces compositions antigeniques sont 
obtenues par des techniques classiques connues de rhomme du metier. 

La presente invention a de plus pour objet les anticorps polyclonaux 
ou monoclonaux diriges contre Iesdites compositions antigeniques. 

Les compositions immunogenes et yaccinales selon l'invention 
peuvent etre administrees, seules ou en combinaison avec d'autres vaccins, par 
injection ou par toute voie habituellement utilisee pour la vaccination. 

Les dose a administrer seront determinees en fonction de 1'animal ou 
de la personne que Ton cherche a proteger. 

D'autres caracteristiques et avantages de l'invention apparaissent 
dans la suite de la description et des exemples illustres par les figures dans lesquelles : 

- la figure 1 represente 1'analyse par immunoblot des proteines de la 
spore selon le mode operatoire decrit dans I'exemple 5, 

- la figure 2 represente 1'analyse par immunoblot des proteines de 
Pexosporium (A) revelation par un anticorps polyclonal et un anticorps monoclonal 
(35B8) (B) analyse selon le mode operatoire decrit dans I'exemple 5, 

- la figure 3 represente les differentes souches de B. anthracis 
utilisees pour preparer la souche RPLC2. La souche RPLC2 produit les composants 
des toxines inactives par mutations ponctuelles dans les sites actifs des proteines LF 
(LF6S6 ; H686-A) et EF (EF346/353 ; K346^Q et K353-*Q). Dans ce tableau, les 
nombres qui suivent A indiquent les nucleotides auxquels les deletions commencent et 
fimssent; Erm, Kan et Sps indiquent I'insertion de cassettes de resisatnee a 
I'erythromycine, a la kanamycine et a la spectinomycine ; 0 correspond a un 
organisme qui ne presente pas de resistance a ces antibiotiques. 

Exemple 1 : Materiel et methode pour la preparation des compositions selon 
30 l'invention 

Constructi on de la souche RPLC2 
La souche RPLC2 (Collection Nationale de Cultures et de 
Microorganismes tenue par PInstitut Pasteur sous le numero 1-2270 en date du 28 
juillet 1999) est construite a partir des souches indiquees dans la figure 3, selon les 
35 principes operators decrits par Pezard C. et al (1993) (reference citee). 

1.2. Preparation du PA 



20 
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La proteine PA est preparee a partir de la souche mutante de B. 
anthracis RP42 (Collection 'Nationale de Cultures et de Microorganismes tenue par 
Tlnstitut Pasteur sous le numero 1-2271 en date du 28 juillet 1999). 

Les sumageants de culture en milieu R (Ristroph J. D. er al. (1983), 
5 Infection and Immunity, 39, 483-486) sont filtres puis concentres sur un systeme 
Minitan® (membrane Millipore® PLGC OMP). 

L'antigene PA est ensuite purifie par chromatographic ultra-rapide 
(FPLC) sur colonne monoQ® selon le protocole decrit par Pezard C. et aL (1993) 
• (reference citee). 
10 1,3. Preparation et inactivation des spores 

Les spores sont preparees a partir de la souche Sterne 7702 selon le 
mode operatoire decrit par Guidi-Rontani E et aL (1999) (reference citee). 

Les spores sont preparees sur un milieu solide NBY, puis lavees a 
Teau distillee. Elles sont inactivees par traitement au formol, a une concentration 
1 5 finale de 4 %, pendant 3 heures a 37 °C. 

Apres lavage par centrifligation, les spores sont reprises dans le 
volume initial de serum physiologique (concentration finale de 10 9 spores/ml). 

Cette suspension est utilisee pour realiser V immunisation. 
Si necessaire, notamment lorsque Ton veut preparer un vaccin a 
20 usage humain, les spores peuvent etre purifiees avant le traitement au formol sur un 
gradient de Radioselectran® (Schering S.A.) de 50 % a 76 %. 

1.4. Preparation des compositions vaccinales 

Les compositions sont preparees soit a partir de spores tuees seules 
preparees selon le mode operatoire decrit en 1.3, soit a partir d'un melange de PA (a 
25 une concentration telle qu'on injectelO ^g par souris) et de spores tuees (10 8 spores 
par souris), auxquels on ajoute comme adjuvant soit de I'hydroxyde d'alumine a une 
concentration finale de 0,3 %, soit de la saponine a une concentration finale de 0,05 % 

15. Protocole de traitement des souris 

On utilise des souris Swiss femelles de six semaines fournies par la 
30 Societe Iffa-Credo (BP0102 - 69592 L'ARBRESLE-Cedex). 

Les animaux sont repartis en groupe de six et nourris ad libitum. 
Les injections sont faites par voie sous-cutanee au niveau de Taine 
sous un volume de 200 jjlI. 

1.6. Mesure des taux d'anticorp s 
35 Les taux d'anticorps sont mesures par un test ELISA classique. 
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Exemple 2 : Effet de deux immunisations dans les conditions du vaccin 
aceHulaire humain (protocole d° 1) 

2.1. Traitement des animaux 

Le protocole d'injections pour chaque groupe est le suivant : 
5 - deux injections de compositions vaccinates preparees comme 

indique au point 1.4. ou d' adjuvant (hydroxyde d'alumine) sont realisees a 28 jours 
d' interval 1 es et 

- une injection d'epreuve est realisee au 43 *"* jour avec la souche 
virulente 17JB de B. anthracis (souche de reference Pasteur n° 2) fournie par la 

10 Societe Rhone-Merieux. 

Quatre groupe d'animaux sont immunises selon ce protocole comme 

suit : 

- le premier groupe re?oit l'hydroxyde d'alumine seule, 

- le second groupe re<poit une dose de PA de 10 \ig par souris, 

15 * - le troisieme groupe re^oit les spores seules a raison de 10 s spores 

par souris et 

- le quatrieme groupe regoit le melange PA + spores tuees de 
maniere a avoir 1 0 fig par souris et 1 0 8 spores par souris. 

Tous les groupes refoivent au 43 iime jour, une dose d'epreuve 
20 correspondant a 30 fois la DL50, soit 1,5 x 10 4 spores par souris. 

2.2. Resultats 

Us sont donnes dans le tableau 1 ci-dessous. 
TABLEAU 1 



25 



Traitement 


Nombre de morts au 
43 iime jour 


Pourcentage de survie 
au 43 iime jour 


Adjuvant seul 


6/6 


0% 


PA seul 


3/6 


50% 


Spores tuees seules 


2/6 


33 % 


PA + spores tuees 


0/6 


100% 



Ces resultats montrent clairement que seules les compositions 
vaccinales selon l'invention sont aptes a permettre une protection complete. 
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Exemple 3 : Effet de deux immunisations dans les conditions du vaccin k usage 
bumain (protocole n° 2) 

3.1. Traitement des animaux 

Le protocole d'injections pour chaque groupe est le suivant : 
5 - deux injections de compositions vaccinales preparees comme 

indique au point 1.4. ou d'adjuvant (hydroxyde d'alumine) sont realisees a 21 jours 
d'intervalles et 

- une injection d'epreuve est realisee au 32 iimc jour avec la souche 
virulente 17JB de B. anthracis (souche de reference Pasteur n° 2) fournie par la 

10 Societe Rhone-Merieux. 

Quatre groupe d'animaux sont immunises selon ce protocole comme 

suit : 

- le premier groupe regoit Thydroxyde d'alumine seule, 

- le second groupe re^oit une dose de PA de 10 jag par souris, 

15 - le troisieme groupe re^oit les spores seules a raisdn de 10 8 spores 

par souris et 

- Ie quatrieme groupe re?oit le melange PA + spores tuees de 
maniere a avoir 10 fig par souris et 10 8 spores par souris. 

Tous les groupes refoivent, au 32 * mc jour, une dose d'epreuve 
20 correspondant a 100 fois la DL50, soit 1,5 x 10 4 spores par souris. 

3.2. Resultats 
3.2.1. Taux de survie 

Les resultats sont donnes dans Ie tableau 2 ci-dessous. 
25 TABLEAU 2 



Traitement 


Nombre de morts au 
32 iime jour 


Pourcentage de survie 
au 3 2 1 '™ jour 


Adjuvant seul 


6/6 


0% 


PA seul 


1/6 


83% 


Spores tuees seules 


1/7 


85 % 


PA + spores tuees 


0/6 


100% 



Ces resultats montrent clairernent que seules les compositions 
vaccinales selon l'invention sont aptes a permettre une protection complete. 
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3.2.2. Taux d'anticorps 

Les taux d'anticorps diriges contre Ies spores sont eleves, de 1'ordre 
delO 000 a 15 000, et identiques dans Ies deux groupes qui les ont re?ues, que ces 
spores soient seules oil associees a PA. 
5 Ces resultats confirment Teffet de synergie des compositions selon 

Pinvention, qui, avec un taux d'anticorps identique a celui obtenu par injection des 
spores tuees seules, permettent une protection complete. 

Exemple 4: Comparison de 1'efflcacite des compositions vaccinales selon 
10 Pinvention avec Ie vaccin vivant Sterne dans Ies conditions du vaccin h usage 
veterinaire (une seule injection en utilisant la saponine comme adjuvant) 

4.1. Traitement des animaux 

Le protocole d'injections pour chaque groupe est le suivant : 

- une injection de compositions vaccinales preparees comme indique 
1 5 au point 1 .4. ou de saponine est realisee a JO et 

- une injection d'epreuve est realisee au 32 iim£ jour avec la souche 
virulente 17JB de B. anthracis (souche de reference Pasteur n° 2) fournie par la 
Societe Rhone-Merieux. 

Cinq groupe d 'animaux sont immunises selon ce protocole comme 

20 suit : 

- le premier groupe re?oit la saponine seule, 

- Ie second groupe repoit une dose de PA de 10 \ig par souris, 

- le troisieme groupe rcipoit les spores seules a raison de 10 8 spores 

par souris, 

25 ' le quatrieme groupe re^it le melange PA + spores tuees de 

maniere a avoir 10 pig par souris et 10 s spores par souris et 

- le cinquieme groupe re?oit le vaccin vivant Sterne prepare a 

Tlnstitut Pasteur 

Tous les groupes regoivent une dose d'epreuve correspondant a 100 
30 fois la DL50, soit 1 0 5 spores au 32 i4me jour. 

4.2. Resultats 

lis sont donnes dans le tableau 3 ci-dessous. 
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TABLEAU 3 



Traitement 


Nombre de morts au 
32 i4me jour 


Pourcentage de survie 
au 32 i4me jour 


Adjuvant seul 


6/6 


0 % 


PA seul 


1/6 


83 % 


Spores vivantes 


0/6 


100% 


Spores tuees seules 


4/6 


33 % 


PA + spores tuees 


0/6 


100% 
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$ Ces resultats montrent clairement que les compositions vaccinales 

selon r invention sont aussi efficaces que le vaccin vivant et pourraient par consequent 
etre avantageusement utilisees dans les conditions du vaccin veterinaire. 

Exemple 5: Analyse par immunoblot des proteines de spores de B. anthracis 

10 5.1. Materiel et methode 

5.1.1. Preparation des anticorps polyclonaux et monoclonaux. 
Un serum polyclonal de souris immunisees avec des spores tuees 
issues, par exemple, de la souche RPLC2 (Collection Nationale de Cultures et de 
Microorganismes tenue par I'lnstitut Pasteur sous le numero 1-2270 en date du 28 
juillet 1999) est prepare selon des techniques classiques et connues de I'homme du 
metier. 

L'anticorps monoclonal specifique de la surface de la spore (35BS) 
est prepare selon la technique decrite par Kohler et al. 9 (1975), Nature, 296, 495-497. 
5.1.2. Extraction des spores 

Les proteines de la spore sont solubilisees par traitement des spores 
avec un tampon Tris-HCl a pH 9,8 contenant 8 M d'uree et 2 % de SDS ou avec un 
tampon TrislO mM a pH 9,5 contenant 10 mM d'EDTA et 1 % de SDS, selon la 
technique decrite par Garcia-Patrone, (1995), Molecular and Cellular Biochem., 145, 
29-37). 

25 5.2. Resultats 

lis sont illustres a la figure 1 et a la figure 2. 

Le serum polyclonal de souris reconnait 3 especes proteiques de 
poids moleculaire respectifs 15 kDA, 30 kDa, 55 kDa et une espece proteique de poids 
moleculaire superieur a 200 kDa. (Figure 1). 
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L'espece la plus lourde est cgalement reconnue par Panticorps 
monoclonal 35B8 et semble appartenir a Pexosporium (Figure 2A). 

En effet P analyse par immunoblot des proteines de l'exosporium, les 
differents anticorps monoclonaux utilises, dont 35B8, reconnaissent une espece 
proteique de poids moleculaire superieur a 200 kDa (Figure 2A). 

II ressort de ce qui precede que les compositions vaccinales selon 
Pinvention sont aptes a permettre une protection complete aussi bien dans les 
conditions du vaccin humain que du vaccin veterinatre. 
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REVINDICATIONS 

I. Composition immunogene acellulaire, apte a induire une reponse 
immunitaire contre les infections a5. anthracis, caracterisee en ce qu'elle comprend : 
5 - un antigene protecteur (PA), 

- des spores tuees et eventuellement purifiees, obtenues soit a partir 
de souches mutantes de B. anthracis portant une ou plusieurs mutations choisies parmi 
les mutations au niveau d'au mo ins un gene codant pour une proteine responsable 
d'un effet toxique chez B. anthracis, soit a partir de souches mutantes de B. anthracis 
10 depourvues d'au moins un des plasmides pXOl et pX02, 

associes au moins a un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

2. Composition immunogene acellulaire selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle est apte a produire des anticorps contre B. anthracis. 

3. Composition vaccinale acellulaire contre Z?. anthracis, 
1 5 caracferisee en ce qu'elle comprend : 

- un antigene protecteur (PA), 

t 

- des spores tu£es et Eventuellement purifies, obtenues soit a partir 
de souches mutantes de B. anthracis portant une ou plusieurs mutations choisies parmi 
les mutations au niveau d'au moins un g£ne codant pour une proteine responsable 

20 d'un effet toxique chez B. anthracis, soit a partir de souches mutantes de B. anthracis 
depourvues d'au moins un des plasmides pXOl et pX02, 

associes au moins a un vehicule pharmaceutiquement acceptable et a au moins un 
adjuvant. 

4. Composition immunogene selon Tune quelconque des 
25 revindications 1 et 2, ou composition vaccinale selon la revendication 3, caracterisee 

en ce qu'elle comprend en outre au moins une exotoxine detoxifiee choisie dans le 
groupe constitue par le facteur letal (LF) et le facteur oedematogene (EF) detoxifies. 

5. Composition immunogene selon Tune quelconque des 
revendications 1 et 2, ou composition vaccinale selon la revendication 3, caracterisee 

30 en ce que les spores sont issues d'une souche de B. anthracis choisie dans le groupe 
constitue par les souches suivantes : Sterne 7702, RPLC2 (Collection Nationale de 
Cultures et de Microorganismes tenue par l'Institut Pasteur sous le numero 1-2270 en 
date du 28 juillet 1999) et RP42 (Collection Nationale de Cultures et de 
Microorganismes tenue par l'Institut Pasteur sous le numero 1-2271 en date du 28 

35 juillet 1999). 

6. Composition immunogene ou composition vaccinale selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que Tantigene protecteur est 
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choisi dans le groupe constitue par les antigenes protecteurs purifies issus de 
% n'importe quelle souche Steme sauvage ou mutee de B. anthracis, et les antigenes 
protecteurs recombinants. 

7. Composition immunogene ou composition vaccinale selon la 
5 revendication 6, caracterisee en ce que l'antigene protecteur est issu de la souche 

RP42 (Collection Nationale de Cultures et de Microorganismes tenue par 1'Institut 
Pasteur sous le numero 1-227 1 en date du 28 juillet 1 999). 

8. Souche RPLC2 deposee aupres de la Collection Nationale de 
Cultures et de Microorganismes tenue par 1'Institut Pasteur sous le numero 1-2270 en 

10 date du 28 juillet 1999. 

9. Utilisation d'au moins un anticorps dirige contre les spores issues 
de souches obtenues, soit a partir de souches mutantes de B. anthracis portant une ou 
plusieurs mutations choisies parmi les mutations au niveau d'au moins un gene codant 
pour une proteine responsable d'un effet toxique chez B. anthracis, soit a partir de 
souches mutantes de B a anthracis depourvues d'au moins un des plasmides pXOl et 
pX02, pour ia fabrication d'un medicament apte a induireune immunisation passive. 

10. Preparations antigeniques purifiees caracterisees en ce qu'elles 
sont issues de spores de B. anthracis- et comprennent un ou plusieurs des exoantigenes 
de poids molecuiaires respectifs 15 kDa, 30 kDa, 55 kDa, et superieur a 200 kDa. 

11. Anticorps diriges contre les preparations antigeniques selon la 

revendication 10. 
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